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(54) Titre: OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

(57) Abstract: The invention relates to an oUgonucleotide which can stimulate human cells of die immune system, characterized 
in that it comprises at least one nucleotide sequence of formula S'TTNiNjm' wherein T represents thymine, and N, and Nz can 
both represent adenine, thymine, cytosine or guanine. The invention is further characterized in that it is devoid of the CGdjM- 
cleotide in which cytosine C is not methylated. One oUgonucleotide of particular interest has the following sequence: 5 *Tp\GTTCT- 
TAGTTNaTTAGTT 3*. Said oUgonucleotide can be used in a particularly advantageous manner as an adjuvant for vaccines. 

(57) Abr6gi: L'invention conceme un oUgonucleotide capable de stimuler des ccUules humaines du systeme immunitairc. carac^- 
ris^ en ce qu'il comprend au moins une s^uence nucl^tidique ayant la formule suivante 5 ' T T Ni N2 T T 3\ dans laqueUe T signifie 
Thymine, N, et N2 peuvent chacun rcpr&enter P Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, et en ce qu'U est d^pourvu de 
dinucl^tide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas m^thyl6e. En particuUer, un oUgonucleotide d'int^ pi^sente la sequence 
suivante: 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3\ Un tel oUgonucl6otide trouve une appUcation particuU^ment intA-essante comme 
adjuvant vaccinaL 
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OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

La presente invention est relative au domaine des immunostimulants. Plus 
particulierement, Tinvention concerne des oligonucleotides capables de stimuler des 
5 cellules humalnes intervenant dans le systeme immunitaire, et sf leur utilisation 
comme adjuvant vaccinal. 

Un grand nombre d'oligonucleotides ont deja ete decrits dans Tart anterieur, en 
relation avec leurs proprietes immonostimulantes. Ainsi. la demande EP0468520 
10 decrit des polynucleotides immunostimulants constitues par un simple brin d'ADN 
lineaire comprenant de 10 a 100 nucleotides s'enchamant selon une sequence 
palindromique. 

Selon la demande WO 96/02555. Tactivite immunostimulatrice d'oligonucleotides est 
15 liee a la presence d'une sequence dinucleotique 5' CG 3', dans laquelle C n'est pas 
methyle, Tactivite immunostimulante etant plus forte si le motif CG est precede en 5* 
du dinucleotide GA et / ou suivi en 3' du dinucleotide TC ou encore TT. 

Par contre. selon la demande de brevet WO 98/52962. il n'est pas necessaire que 
20 les oligonucleotides aient un minimum de 8 nucleotides comme cela avait 6te decrit 
precedemment, ni que leur sequence soit un palindrome, ni meme qu'ils 
comprennent le dinucleotide CG; ainsi,cette demande decrit les 3 oligonucleotides 
suivants pour leur utilisation en tant qu'adjuvant vaccinal: 
5' GACGTT 3\ 5* GAGCTT 3\ ainsi que 5* TCCGGA 3\ 

25 

Selon le brevet US 5,663,153. Tactivite immunostimulante d'oligonucleotides n'est 
pas liee a la sequence des nucleotides, mais a la nature de la liaison entre 
nucleotides, la presence d'au moins une liaison phosphorothioate permettant 
d'induire une stimulation du systeme immunitaire. 



La plupart des tests de Tart anterieur pour evaluer I'activite immunostimulante des 
oligonucI6otides proposes, sont effectu6s soit in vitro sur des cellules animates 
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(essentiellement des cellules murines), soit In vivo sur des souris. Cependant, las 
differences existant entre le systeme immunitaire de la souris et celui de I'^tre 
humain, ont conduit a des differences entre les r6sultats obtenus sur des cellules 
murines et ceux obtenus sur des cellules humaines. II n'est done pas certain que 
tous les oligonucleotides ayant ete decrits comme immunostimuianfs dans I'art 
anterieur le soient reellement vis-a-vis de I'etre humain. 

Or I'industrie pharmaceutique a un grand besoin d'immunostimulants pouvant etre 
administres a Thomme, notamment dans le domaine des vaccins. 

La presente invention a done pour but de proposer des oligonucleotides capables de 
stimuler des cellules du systeme immunitaire de I'etre humain. 

Pour atteindre ce but. ('invention a pour objet un oligonucleotide capable de stimuler 
des cellules humaines du systeme immunitaire caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une sequence 5' T T Ni N2 T T 3' dans laquelle T est la Thymine, 
et Ni et N2 peuvent chacun representer I'Adenine, ia Thymine, la Cytosine ou la 
Guanine, et en ce qu'il est depourvu de dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C 
ne serait pas methylee. 

L'invention a 6galement pour objet I'utilisation d'un tel oligonucleotide pour la 
fabrication d'un m6dicament. 

Selon une caract6rlstique de l'invention, I'oligonucleotide comprend de 6 a 100 
nucleotides. 

Selon une caracteristique particuliere, I'oligonucletide selon l'invention est caracterise 
en ce que Ni represente I'Adenine et en ce que N2 represente la Guanine. 

Selon une autre caracteristique, I'oligonucleotide selon l'invention est caract6ris§ en 
ce que le motif 5' T T Ni N2 T T 3' est r6p6t6 au moins 1 fois. 
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Selon une autre caracteristique. ('oligonucleotide selon Tinvention est caracterise en 
ce que le motif motif 5' T T Ni N2 T T 3* est repete 2 fois. 

Selon une autre caracteristique, roligonucleotide selon {'invention est caracterise en 
5 ce que les motifs repetes 5' T T Ni N2 T T 3' sont separes par un \iucl6otide N3 qui 
peut etre a cheque fois identique ou different et qui peut representer A, C, T ou G. 

Selon une caracteristique particuliere. roligonucleotide selon Tinvention est 
caracterise en ce que le nucleotide N3 separant les 2 premiers motifs TTN1N2TT lus 
10 lorsque la sequence est orientee 5'->3' represente la Cytosine. 

Selon une autre caracteristique. roligonucleotide selon Tinvention est caracterise en 
ce qu'il comprend la sequence 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3', dans laquelle A 
represente TAdenine. T la Thymine, G la Guanine, et C la Cytosine, et dans laquelle 
15 N3 peut signifier A, T. C ou G. 

Selon une autre caracteristique. {'oligonucleotide selon {'invention est capab{e 
d'induire la proliferation des lymphocytes humains. 

20 Selon une autre caracteristique. roligonucleotide seion Tinvention est capable 

d'accroTtre {'expression du marqueur d'activation CD86 et du recepteur CD25 sur les 
lymphocytes B humains. 

Selon une autre caracteristique. roligonucleotide selon {'invention est capabie 
25 d'induire {a secretion de cytokines. 

^invention a egalement pour objet un adjuvant vaccinal caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellu{es humaines du 
systeme immunitaire possedant au moins une sequence 
30 5' T T Ni N2 T T 3' dans laqueile T est la Thymine et. Ni et N2 peuvent chacun 

representer {'Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, {'oligonuci6otide etant 
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depourvu de sequence dinucleotidique CG dans laquelle la Cytosine C ne serait pas 
m6thylee. 

L'invention a egalement pour objet une composition vaccinale a usage humain 
comprenant au moins un antlgene vaccinal caracterisee en ce qu'eJIe comprend en 
outre au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunitaire possedant au moins une sequence 5' T T Ni N2 T T 3' 
dans laquelle T signifie Thymine et. Ni et N2 peuvent chacun representer I'Adenine, 
la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, I'oligonucleotide etant depourvu de sequence 
dinucleotidique CG dans laquelle la Cytosine C ne serait pas rh6thylee. 

La presente invention sera mieux comprise a la lecture de la description qui va 
suivre, en reference aux figures 1 a 1 1 qui illustrent les resultats obtenus lors des 
tests decrits aux examples 2 a 7. 

En particulier, les Figures 1 et 2 indiquent le nombre de Coups par Minutes obtenus 
dans le test de I'Exemple . 

Les Figures 3 et 5 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant le 
recepteur CD25, pour les oligonucleotides obtenus selon I'exemple 1. 
De meme, les Figures 4 et 6 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant 
le marqueur CD86. 

La Figure 7 indique le nombre de Coups par Minute obtenus dans le test de 
I'exemple 4. 

La Figure 8 indique le pourcentage de cellules CD20+ exprimant le recepteur CD25. 
pour les oligonucleotides obtenus selon I'exemple 4. De meme, la Figure 9 indique le 
pourcentage de cellules CD20+ exprimant le marqueur CD86. 
La Figure 10 indique le nombre de spots mesures pour la secretion d'lnterferon y par 
des cellules stimulees en presence des oligonucleotides ayant les s6quences 9 a 12 
decrites a I'exemple 4. 

La Figure 11 indique le nombre de spots mesures pour la s§cr6tion d'lLIO par des 
cellules stimulees en presence des oligonucleotides ayant les sequences 9 a 12 
decrites a 1' Exemple 4. 
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Par oligonucleotide au sens de la presente invention, on entend un polynucleotide 
comprenant au moins 6 nucleotides. En effet, contrairement a Tenseignement de 
Tarticle intitule "CpG motifs in bacterial DMA trigger direct B-cell activation'', Krieg et 
a!.. Nature 1995. on a remarque qu'il n'etait pas necessaire que roligonucleotlde ait 

5 au moins 8 nucleotides. Par centre, la limite superieure de la taillexies 

oligonucleotides n'est pas vraiment determinee. On peut cependant noterque. plus T 
oligonucleotide sera long, plus sa purification sera difficile a effectuer lors des etapes 
de synthese , et plus le prix de revient en sera eleve. D'autre part, il est probable 
qu'un oligonucleotide de grande longueur aura plus de difficultes a penetrer dans les 

10 cellules. Aussi, pour les besoins de la presente invention, on considere qu'une 
limitation de la taille de roligonucleotide a 100 nucleotides est appropriee. Get 
oligonucleotide est de preference un oligonucleotide simple brin; il peut s'agir d'un 
oligodesoxyribonucleotide ou d'un oligoribonucleotide. On a obtenu de 
particulierement bons resultats en utilisant un oligodesoxyribonucleotide. Les 

15 oligonucleotides convenant aux fins de Tinvention peuvent se presenter sous forme 
de phosphodiester ou, afin d'etre plus stables, sous forme de phosphorothloates ou 
d'hybrides phosphodiester / phosphorothioates. Les oligonucleotides 
phosphorothloates sont ceux preferes. 

20 L'oligonucleotide selon invention est capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunltaire, telles que les lymphocytes B, les lymphocytes T, les 
monocytes et les cellules dendritiques. Cette stimulation est appreciee notamment 
par la lymphoproliferation ou par I'expression de marqueurs. tel que le recepteur de 
cytokine CD25 ou encore le marqueur d'activation CD86 sur les lymphocytes B. II est 

25 possible de selectionner les oligonucleotides d'interet au moyen de tests differents 
de ceux proposes dans la presente demande. a condition cependant qu'il s'agisse de 
tests evaluant la capacite de stimulation de cellules humaines. et non pas comme 
dans la plupart des documents de Tart anterieur. de tests evaluant la capacite de la 
stimulation de cellules murines. II serait notamment possible de tester Texpression 

30 d'autres marqueurs deactivation des lymphocytes B tels que les marqueurs CD69, ou 
I'expression de marqueurs de proliferation tels que le marqueur KI67; des tests 
relatjfs a Taugmentation des marqueurs deactivation et de maturation des cellules 
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dendritiques pouiraient egalement §tre utilises. De meme. des tests permettant 
I'appreciation de Taugmentation de production de certaines cytokines peuvent 
6galement §tre utilises. 

Selon une caracteristique de I'invention, I'oligonucleotide comprenCf au moins une 
sequence nucleotldique 5' T T Ni N2 T T 3" dans laquelle T signifie Thymine et, Ni 
et N2 peuvent representer chacun I'Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine. 
Cette fomiule couvre ainsi 16 possibilites. Cette sequence peut etre 5' terminale. 3' 
temilnale ou etre entouree par d'autres nucleotides. Elle peut §tre unique ou rep6tee 
plusieurs fois a I'identique a I'interieur d'un meme oligonucleotide. Un oligonucleotide 
selon I'invention peut egalement comprendre plusieurs sequences differentes 
correspondant chacune au motif 5' T T Ni N2 T T 3'. 

Selon I'invention, I'oligonucleotide ne comporte pas de s6quence palindromique. 
Malgre cette absence de sequence palindromique, un tel oligonucleotide est capable 
de stimuler des cellules humaines du systeme immunitaire. 

Selon une caracteristique, I'oligonucleotide selon I'invention est depourvu de 
dinucleotide CG dans lequel la Cytosine ne serait pas methylee. Cette exclusion 
s'applique Egalement au motif N1N2. La capacite des oligonucleotides de I'art 
ant6rieur a etre immunostimulants a presque toujours ete interpr6t6e comme liee a 
la presence de motifs CpG non methyl6s (Cf. notamment I'article de Krieg et al dans 
Nature d'avril 1995 cit6 ci-dessus), cette Interpretation 6tant en coherence avec 
I'observation selon laquelle la frequence de ce dinucl6otide etait environ 4 fois plus 
importante dans le g§nome des bacteries que dans celui des vertebres. De fagon 
surprenante, on a maintenant trouve que des oligonucleotides entierement 
depourvus de ce motif dinucleotidique 6taient cependant parfaitement capables de 
stimuler les cellules du systeme immunitaire humain. 

Selon un mode de realisation particulier de la presente invention, le motif N1N2 
correspond au dinucl6otide AG. dans lequel A signifie Adenine et G signifie Guanine. 
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Selon une caracteristique avantageuse. le motif 5' TTAGTT 3' est repet6 au moins 
une fois dans roligonucleotide, et de preference au moins 2 fois. De preference 
encore, les motifs repetes sont separes par au moins un nucleotide N3. qui 
represente TAdenine, la Cytosine. la Guanine ou la Thymine. A Tinterieur d'un 
5 oligonucleotide, ce nucleotide de separation peut etre toujours le raeme, ou etre 
different a chaque fois. De preference, le nucleotide separant les 2 premiers motifs 
TTAGTT de ['oligonucleotide, (lorsque Ton consldere le sens de lecture 5'->3') est 
constitue par la Cytosine. 

De fa^on particuliere, les oligonucleotides dont les sequences nucleotidiques 
10 repondent a la fomnule 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3\ dans laquelle N3 
represente A. T. C ou G, sont ceux preferes au sens de la presente Invention. 

Selon une caracteristique particuliere, Toligonucleotide selon Tinvention est depourvu 
ou appauvri en sequence nucleotidique capable d'inhiber les cellules du systeme 
15 immunitaire humain. En effet, afin d'obtenir un effet global immunostimulant, si des 
motifs inhibiteurs ou neutralisants tels que, par exemple, ceux decrits dans la 
demande WO 98/52581 sont presents, il faut que leur effet soit supprime ou reduit, 
grace a la presence d'une sequence a effet immunostimulant plus prononce, ou 
grace a la presence d'un plus grand nombre de sequences 5* T T Ni N2 T T 3'. 

20 

La presente invention a egalement pour objet un adjuvant vaccinal comprenant au 
moins un oligonucleotide immunostimulant ayant au moins un motif 
5' T T Ni N2 T T 3' tel que mentionne ci-dessus. Par adjuvant vaccinal, on entend 
un produit qui permet d'accroTtre ou de modifier la reponse du systeme immunitaire 

25 d'un organisme vis a vis de Tadministration d*un antigene. En particulier, il peut s'agir 
d'une augmentation de la reponse humorale ou de la reponse cellulaire. 
Uaction d'un adjuvant vaccinal peut egalement etre. non pas une augmentation de la 
reponse qui se produirait en Tabsence d'adjuvant. mais une orientation differente de 
la reponse produite : par exemple. orientation vers une reponse cellulaire plutot 

30 qu'une reponse humorale, production de certaines cytokines plutot que d'autres. 
production de certains types ou sous-types d'anticorps plutot que d'autres, 
stimulation de certaines cellules plutot que d'autres, etc... 
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^Oligonucleotide immunostimulant de la presente invention peut etre utilise comme 
adjuvant vaccinal quelle que soit la nature de I'antigene adminlstre et quel que soit le 
nombre de valences utilisees. II peut §tre le seul adjuvant utilise ou. au contralre. 
§tre un element d'une combinalson adjuvante. 

L'actlon adjuvante de I'oligonucleotide selon I'lnvention peut etre obtenue, soit 
lorsqu'll est associe a I'antigene ou aux antigenes lors de leur administration, i.e. 
lorsqu'ils font partie de la meme composition vacclnale, soit lorsqu'll est adminlstre 
separement de I'antigene ou des antigenes. On prefere cependant Tutiliser dans la 
meme composition vacclnale que I'antigene ou les antigenes a admlnistrer. 

L'oligonucleotide selon I'lnvention peut avantageusement etre administr§ par toutes 
les voles susceptlbles d'etre utilisees pour une composition vacclnale: vole 
muqueuse ou vole syst6mique. 

L'un des objets de I'lnvention est une composition vacclnale comprenant au moins 
un oligonucleotide Immunostimulant ayant une sequence 
S'TTNiNaTTS' telle que decrite ci-dessus. 

Une composition vaccinale selon I'lnvention peut etre destln§e a I'Immunisation 
centre une seule maladle. ou destln6e d I'Immunisation centre plusieurs maladies. II 
peut s'agir d'une composition vaccinale liqulde ou d'une composition lyophllis6e. Elle 
peut comprendre, outre les antigenes, tout ou partie des composants habltuellement 
presents dans un vaccin tels que tampons, stabilisants, conservateurs, ...etc. Elle 
peut egalement comprendre un ou plusieurs adjuvant(s) autre(s) que ceux objets de 
la presente Invention. Elle peut egalement comprendre plusieurs adjuvants objets de 
la pr6sente Invention, constitu6s soit par des oligonucleotides ayant tous le meme 
motif 

5' T T Ni N2TT 3' mais se differenclant par les nucleotides en 5' et/ou en 3', soit par 
des oligonucleotides ayant des motifs 5' T T Ni N2 T T 3' dlff6rents, dont les 
sequences en 5' et en 3' sont identlques ou dlff6rentes. 
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La composition vaccinale selon I'invention peut etre destin6e a une administration 
prophylactique ou a une administration therapeutique. 

La composition vaccinale selon I'invention peut etre formulee de maniere a optimiser 
5 Taction adjuvante de ('oligonucleotide objet de I'invention. Ainsi, ToBgonucleotide peut 
etre couple a un lipide, te! que le cholesterol ; II peut etre Integra dans une emulsion 
de type huile / eau ou formule sous forme de liposomes. 

Les exempies qui suivent illustrent des modes de realisation particuliers de la 
10 presente invention. 

Exemple 1 : Svnthese des oligonucleotides 
15 On synthetise 15 oligonucleotides ayant chacun un des motifs suivants : 



5'TTAATT 3' 




5'TTACTT 3' 



5'TTATTT 3' 



5'TTAGTT 3' 



5' TTTTTT 3' 




5' TTTATT 3' 



5' TTTCTT 3' 



5' TTTGTT 3' 



5' T T C C T T 3' 
5' TTCATT 3- 
5' TTCTTT 3' 



Serie C 
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5'TTGGTT 3' 




5'TTGATT 3' 



Serie G 



5'TTGTTT 3' 



5'TTGCTT3' 
Et ayant 4 Adenine en 5* et 5 Adenine en 3". 

La synthase de ces oligonucleotides est realisee au moyen d'un automate 
synthetiseur fourni par Applied Biosystems qui met en ceuvre la methode chimique 
standard au phosphoramidite et qui comporte a chaque cycle une etape d'oxydation, 
qui est realisee au moyen d'une solution tetraethylthiuram / acetonitrile pour obtenir 
une liaison phosphorothioate. 

On prepare en outre, de la meme fafon. un oligonucleotide A15(S) qui ne comprend 
que des A et qui est phosphorothioate sur toute sa longueur. Get oligonucleotide est 
un temoin negatif car il n'entrame ni proliferation ni augmentation de I'expression des 
marqueurs d'activation sur les lymphocytes B. 

On prepare egalement un oligonucleotide 3Db(S) dont la sequence est Identifiee 
dans la demande de brevet WO96/02555 sous SEQ ID N°15 
(5'GAGAACGCTCGACCTTCGAT3' ); cet oligonucl6otide comporte des liaisons 
phosphorothioates sur toute sa longueur et est utilise comme temoin positif. 



20 Tous les oligonucleotides sont maintenus en solution dans du tampon PBS. 
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Exemple 2 : Test de Lvmphoprolifferation 

On isole des lymphocytes a partir du sang peripherique d'un donneur. en procedant 
a une centrifugation sur un gradient de Ficoll. Ces lymphocytes sont ajustes a 2.10^ 
5 cellules / ml dans du milieu de culture (RPMI 1640 + 10% de Serurt de Veau Foetal 
ainsi que de la Glutamine, de la Streptomycine et de la Penlcilline). 

Les cellules sont distribuees en plaques 96 puits (fond rond) sous 100 pi, soit 
2.10^ cellules par puits. On ajoute ensuite lOOpI d'une solution 4pM 
10 d'oligonucleotides a tester produites a Texemple 1 (1 seul type d'oligonucleotide par 
puits) afin d'obtenir une concentration finale 2 pM. 

Les cellules sont incubees pendant 48 a 72 heures. 

15 La Thymidine tritiee (Amersham TRK 120) est diluee dans du milieu de culture puis 
distribuee dans les plaques a raison de 1 pCi par puits sous 50 pi. Apres 7 a 8 
heures d'incubation a Tetuve (5% CO2. 37^*0), les plaques peuvent etre congelees a 
-80*^0 et traitees plus tard. 

A Taide du "Harvester", on recolte le contenu des puits sur des plaques Unifilter 
20 GF/C et on realise 6 lavages en eau distillee puis un lavage en ethanol 70% afin de 
precipiter I'ADN. 

Apres sechage des plaques. 25 pi de liquide scintillant (Microscint-40. Packard) sont 
distribues dans chaque puits et permettent de quantifier la radioactivite 
(rayonnements emis par le tritium) en mesurant le nombre de coups / minute (cpm) 
25 emis par chaque puits sur ie compteur Top Count (Packard). 

Les resultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont repr6sentes sur 
les figures 1 et 2, qui indiquent, pour chaque oligonucleotide teste le nombre de 
coups par minute; on remarque que tous les oligonucleotides selon Tinvention ont un 
30 resultat nettement superieur au resultat obtenu avec le milieu seul ou le temoin 
negatif A15(S), ce qui signifie qu'ils sont tous capables de stimuler la proliferation 
des lymphocytes. 
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Exemple 3 : 

Test relatif aux maraueurs d'activation 

Le test est effectue a partir de lymphocytes isoles d 'un donneur comme decrit a 
I'exemple precedent, et ajustes a 2.10^ cellules/ml dans le meme milieu de culture. 

Les cellules sont ensuite distributes en plaques 12 puits sous un volume de 2 ml, 
soit 4.10^ cellules / puits. On ajoute dans chaque puits une quantite 
d'oligonucleotides a tester prepar6es a I'exemple 1 (1 oligonucleotide / puits) 
suffisante pour obtenir une concentration en oligonucleotide 2 pM. Puis les cellules 
sont incubees pendant 72 heures a 37°C. Les cellules sont ensuite doublement 
marquees au moyen de CD25PE / CD20FITC ou CD86PE / CD20FITC puis 
analystes sur FACScan. Les resultats obtenus sont illustres sur les figures 3, 4, 5 et 
6 qui represented pour chaque oligonucleotide test6, le pourcentage de cellules B 
(CD20+) qui expriment le recepteur CD25 ( celles qui sont CD25+)ou le marqueur 
CD86(celles qui sont CD86+). Les resultats representes sur les figures 3 et 4 ont 6te 
obtenus lors d'un test realise a un moment different du test dont les resultats sont 
illustres sur les figures 5 et 6, ce qui explique la difference d'ordre de grandeur des 
resultats obtenus. En effet. dans ce genre de manipulations, les tests sont tres 
variables d'un dosage a I'autre, seuls les resultats obtenus lors d'un meme test sont 
comparables entre eux, d'oO la necessite d'inclure lors de chaque test, un 
oligonucleotide-temoin ainsi qu'un dosage du milieu seul. 

On remarque que tous les oligonucleotides objets de I'invention activent les 
lymphocytes B qui expriment leur marqueur d'activation CD86, ainsi que le recepteur 
de cytokine CD25. 
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Exemple 4 : 

On prepare, de la meme maniere qu'a !*exemple 1, une serie de 16 oligonucleotides 
5 dent les sequences sont les suivantes: f 





oeq 


lu 


i • 


o 1 lAol lAI lAol lAI lAol 1 6 




oeq 


lU 


o . 

£. . 


O 1 1 Ao II A 11 Ao 1 1 1 1 1 Ao 1 \ o 




oeq 


lu 


1 . 
O . 


O 1 1 Ao 1 1 A 1 1 ACa 1 1 O 1 1 ACal T 3 


10 


Con 

oeq 


ia 


4 . 


O 1 1 Ao 1 1 A M ACa Moll ACa 1 1 3 




Seq 


Id 


5 : 


5' TTAG 1 1 1 1 1 AGTTATTAGTT 3' 




Seq 


Id 


6 : 


5' TTAG 1 1 1 MAG 1 1 1 1 1 AGTT 3' 




Seq 


Id 


7 : 


5- TTAG 1 1 1 1 1 AGTTCTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


8 : 


5' TTAGI 1 1 1 lAGTTGTTAGTT 3" 


15 


Seq 


Id 


9 : 


5' TTAGTTCTTAGTTATTAGTT 3' 




Seq 


Id 


10 : 


: 5' TTAGTTCTTAGI 1 1 1 lAGTT 3' 




Seq 


Id 


11 : 


; 5' TTAGTTCTTAGTTCTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


12 : 


: 5' TTAGTTCTTAGTTGTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


13 : 


: 5' TTAGTTCTTAGTTATTAGTT 3' 


20 


Seq 


Id 


14 : 


: 5' TTAGTTGTTAGI 1 I 1 lAGTT 3' 




Seq 


Id 


15 : 


: 5' TTAGTTGTTAGTTCTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


16 : 


: 5' TTAGTTCTTAGTTGTTAGTT 3' 



Ces oligonucleotides sont de type phosphorothiate sur toute leur longueur. 

25 

Exemple 5 : 

On evalue la capaclte qu'ont les oligonucleotides prepares a Texemple 4 d*induire la 
30 proliferation des lymphocytes humains grace a un test de lymphoproliferation tel que 
celui decrit a Texemple 2. De la meme fapon qu'a Texemple 2. la concentration en 
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Oligonucleotide par puits est 2mM, et les temoins sent constitues par ie milieu seul, 
I'oligonucleotide A15(S) ainsi que ro!igonucl6otide 3Db(S). 

Les resultats obtenus, exprimes en Coups par Minute, sont representes a la Figure 7 
qui montre que tous les oligonucleotides selon invention sont capables d'induire la 
proliferation des lymphocytes et que de particulierement bons resujtats sont obtenus 
lorsque les sequences des oligonucleotides sont celles identifiees par les Seq Id 9 a 
12. i.e. lorsque la Cytosine separe les 2 premiers motifs TTN1N2TT de 
I'oligonucleotide. 

Exemple 6 ; 

On evalue la capacite qu' ont les oligonucleotides prepares a I'exemple 4 d'induire 
I'expression du marqueur d'actlvation CD86 et du r6cepteur CD25 sur les 
lymphocytes B. Cette evaluation est effectuee grSce au test decrit a I'exemple 3. Les 
resultats obtenus avec les oligonucleotides prepares selon I'exemple 4 sont 
representes sur les Figures 8 et 9 qui illustrent les pourcentages de cellules B 
(CD20+) qui expriment egalement Ie recepteur CD25 (Figure 8) ou Ie marqueur 
CD86 (Figure 9). 

Les resultats obtenus dans ce test confirment ceux obtenus dans Ie test de 
lymphoprollf6ratlon: tous les oligonucleotides selon I'invention induisent I'expression 
de marqueurs d'actlvation sur les lymphocytes B humains; de particulierement bons 
resultats sont obtenus lorsque les 2 premiers motifs TTN1N2TT de roligonucleotide 
sont s§par6s par une Cytosine. 

Exemple 7 : 

On lvalue la capacite qu' ont les oligonucleotides selon la presente invention a 
induire la secretion de cytokines. 

Pour cette evaluation, on Isole des lymphocytes a partir du sang peripherique d'un 
donneur, en proc6dant a une centrifugation sur un gradient de Ficoll. Ces 
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lymphocytes sont ajustes a 2.10^ cellules / ml dans du milieu de culture (milieu AIM 
V + streptomycine + penicilline). 

Les plaques 96 puits ELISPOT (fond plat en nitrocellulose) sont pre-incubees la 
veille avec une solution d'anticorps de capture de cytokines (IL-10 ou IFNy suivant le 
5 test realise ). puis saturees avec du milieu de culture. • 

On distribue ensuite 100 yl de cellules dans les plaques ELISPOT. soit 2.10^ cellules 
par puits, puis on ajoute lOOpI d'une solution 4pM en oligonucleotides a tester, 
produits selon I'exemple 4 (1 seul type d*oIigonucleotide par puits) afin d'obtenir une 
concentration finale 2 pM. Le test est realise avec les oligonucleotides ayant les 
10 sequences decrites sous Seq Id 9, Seq Id 10, Seq Id 11 et Seq Id 12. 

Les plaques sont incubees a 37°C, sous atmosphere a 5% de CO2. Au bout de 72 
heures d'incubation, les cellules sont eliminees par lavage en presence de detergent 
(Tween 1%) et les cytokines fixees sur les anticorps de capture sont revelees par 
15 Taddition successive d'anticorps de detection biotynyles (anti-IL-10 ou anti-IFNy 
suivant le test realise), de streptavidine-HRP, et du substrat AEC. 

Les spots (1 spot correspondant a 1 cellule secretrice de cytokine) sont compte a 
Taide d'un compteur automatique. Les resultats sont exprimes en nombre de spots 
20 (nombre de cellules secr6trices) par million de cellules. 

Les resultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont representes sur 
les figures 10 et 11. qui indiquent, pour chaque oligonucleotide teste le nombre de 
cellules secretrices de cytokines par million de cellules totales ; on remarque que 
25 tous les oligonucleotides selon invention ont un resultat nettement superieur au 
resultat obtenu avec le milieu seul ou le temoin negatif A15(S), ce qui signifie qu'ils 
sont tous capables d'induire la secretion de cytokines, notamment d'lL 10 et 
dinterferon y. 

30 
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Revendications 

1. Oligonucleotide immunostimulant , caracterise en ce qu'il comprend au moins 
une sequence nucleotidique ayant la fonnule suivante 

5' TTN1N2TT 3', dans laquelle T signifie Thymine, N, et N2 peuvent chacun 
representer I'Ad^nine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, et on ce qu'il est 
depourvu de dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas m^thylee. 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend de 6 a 
100 nucleotides. 

3. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce que N^ repr6sente 
I'Adenine et en ce que N2 repr6sente la Guanine. 

4. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracteris6 en ce que 
le motif 5* T T Ni N2 T T 3" est repete au moins 1 fois. 

5. Oligonucleotide selon la revendication prec6dente caract6ris6 en ce que le motif 
5' T T Ni N2 T T 3' est repete 2 fois. 

6. Oligonucleotide selon une des revendications 4 et 5, caracterise en ce que les 
motifs repetes 5' T T Ni N2 T T 3' sont separes par un nucleotide N3 qui peut 
etre a chaque fois identique ou different et qui peut representer A, C, T ou G. 

7. Oligonucleotide selon la revendication precedente, caracterisee en ce que le 
nucleotide N3 separant les 2 premiers motifs T T Ni N2 T T lus lorsque la 
sequence est orientee 5'-»3' represente la Cytosine. 
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8. Oligonucleotide selon une des revendications pr6cedentes, caracteris§e en ce 
qu'il comprend la sequence 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3'. dans laquelle A 
represente TAd^nine. T la Thymine. G la Guanine, et C la Cytosine, et dans 

5 laquelle N3 peut signifier A, T. C ou G. ^ 

9. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d^induire la proliferation des lymphocytes humains. 

10 10. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'induire la secretion de cytokines. 

1 1. Oligonucleotide selon la revendication precedente. caracterise en ce qu'il est 
capable d'induire la secretion d'lL 10. 

15 

12. Oligonucleotide selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est capable 
d'induire la secretion d'Interferon y. 

13. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
20 est capable d'accroTtre I'expression du marqueur d'actlvation CD86 sur les 

lymphocytes B humains. 

14. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'accroTtre Texpression du recepteur de cytokine CD25 sur les 
25 lymphocytes B humains. 

1 5, Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications precedentes pour la 
fabrication d'un medicament. 

30 16. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10. pour la 
fabrication d'un immunostimulant humain. 
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17. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10, pour la 
fabrication d'un adjuvant vaccinal. 

18. Utilisation d*un oligonucleotide selon una des revendications 1 a 10. pour la 
5 fabrication d'une composition vaccinate. 

19. Composition vaccinate a usage humain. comprenant au moins un antigene 
vaccinal, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un 
oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10 



10 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> AVENTIS PASTEUR 

5 <120> OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

<130> PM9908WO 

<140> 
10 <141> 

<160> 16 

<170> Patentin Ver. 2.1 

15 

<210> 1 

<211>20 

<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
20 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 1 

ttagttatta gttattagtt 20 

25 

<210>2 
<211>20 
<212> ADN 
30 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 2 

35 ttagttatta gtttttagtt 20 



<210> 3 
<211>20 
40 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
45 <400> 3 

ttagttatta gttcttagtt 20 
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<210> 4 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
5 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 4 

ttagttatta gttgttagtt 20 



<210> 5 
<211>20 
<212> ADN 
15 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 5 

20 ttagttttta gttattagtt 20 



<210>6 
<211>20 
25 <212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
30 <400>6 

ttagttttta gtttttagtt 20 



<210>7 
35 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
40 oligonucleotide 
<400> 7 

ttagttttta gttcttagtt 20 
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<210>8 
<211> 20 
<212> ADN 
5 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 8 

10 ttagttttta gttgttagtt 20 



<210> 9 
<211> 20 
15 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
20 <400> 9 

ttagttctta gttattagtt 20 



<210> 10 
25 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
30 oligonucleotide 
<400> 10 

ttagttctta gtttttagtt 20 



35 <210> 11 
<211> 20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

40 <223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
<400> 11 

ttagttctta gttcttagtt 20 
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<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 
5 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 12 

10 ttagttctta gttgttagtt 20 



<210> 13 
<211> 20 
15 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
20 <400> 13 

ttagttgtta gttattagtt 20 



<210> 14 
25 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
30 oligonucleotide 
<400> 14 

ttagttgtta gtttttagtt 20 



35 <210> 15 
<211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

40 <223> Description de la sequence artjficielle: 
oligonucleotide 
<400> 15 

ttagttgtta gttcttagtt 20 
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<210> 16 
<211>20 
<212> ADN 
5 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 16 

10 ttagttgtta gttgttagtt 20 
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□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

30 November 2000 (30.11 .00) 


Date of completion of this report 

07 September 2001 (07.09.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPE A/409 (cover sheet) (July 1998) 



international application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT I PCT/FROO/0 1 566 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 

[X] the description: 

pages 1-18 , as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 

l/K] the claims: 

pages 1-19 , as originally filed 
pages , as amended (together with any statement under Article 19 
pages , filed with the demand 
pages , filed with the letter of 

I I the drawings: 

pages , as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 

[X] the sequence listing part of the description: 

pages , as originally filed 

pages 1-5 ^ filed with the demand 

pages , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1 (b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the International 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing; 

[X] contained in the international application in written form. 

[X] filed together with the international application in computer readable form. 

I I furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

I I The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

I I The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig . 



^ I I This report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 

and 70.17). 

** /i«v replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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;liminary examination report 



Tpct 



lalional application No. 
7FR 00/01566 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been fiirnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



1. The present report has also been established on the 
basis of pages 1 to 5 of the sequence listing. 

2. Since Figures 1 to 11 have not been filed with the 
application, they have not been taken into consideration 
for the purposes of examining the present application. 
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[ L 



II. Priority 



. I I This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
' ' — ' limit the requested: 

□ 

copy of the earlier application whose priority' has been claimed. 

□ 

translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

2 [ I This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid 

Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 

3. Additional observations, if necessary: 
SEE SEPARATE SHEET 
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Tpct 



ational application No. 
/FR 00/01566 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 



It is considered that the content of the priority 
document filed on 06.08.1999 is equivalent to that of the 
present application . 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



0m 

I PCT 



ationai application No. 
/FR 00/01566 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-2,4-6, 9, 13-14 



3, 7-8, 10-12, 15-19 VES 

NO 
YES 
NO 



3,7-8 



1-2,4-6, 9-19 



1-19 



YES 
NO 



Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 



Dl: J, Clin. Invest., vol. 98, n° 5, 1996, pages 
1119-1129. 

D2: WO 95 26204 A. 



2. The subject matter of Claims 1-2, 4-6, 9 and 13-14 does 
not meet the criterion of novelty of PCT Article 33(2). 

2.1 Dl describes immunostimulatory oligonucleotides 
capable of inducing the proliferation of human 
lymphocytes, including at least one nucleotide sequence of 

formula 5'TTTTTT3' (page 1120, Table 1: oligonucleotides 
DSP28, DSP39, DSP40), wherein said motif is repeated at 
least twice in the oligonucleotide DSP28. 

Dl therefore anticipates the subject matter of Claims 1-2, 
4-6 and 9. 



It has been shown that a number of oligonucleotides 
described in Dl are capable of inducing CD86 and CD25 
expression (page 1120, Table 1: oligonucleotides 1082, 
2105 and DSP30 and page 1123, Figure 4), and this is 
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therefore considered to be an intrinsic property of the 
oligonucleotides described in Dl . 

Hence, the subject matter of Claims 13 and 14 does not 
meet the criterion of novelty of PCT Article 33(2). 

3. The subject matter of Claims 10-12 and 15-19 does not 
meet the criterion of inventive step of PCT Article 33(3) 



3.1 Dl also suggests using immunostimulatory 
oligonucleotides for medical treatment purposes and to 
produce vaccine compositions. 



The difference between Dl and the subject matter of Claims 
15 to 19 of the present application lies in the fact that 
the present application describes the use of said 
oligonucleotides to produce a drug or a vaccine 
composition . 



The problem that the present invention aims to solve can 
therefore be considered to be that of obtaining said 
products . 



In view of the suggestions of Dl, it would have been 
obvious for a person skilled in the art to obtain said 
products using standard techniques. 



Consequently, the subject matter of Claims 15 to 19 does 
not involve an inventive step (PCT Article 33(3)). 

3.2 D2 describes immunostimulatory oligonucleotides 
capable of inducing cytokine secretion in human 
keratinocytes (page 18, lines 7-15). 



The difference between D2 and the subject matter of Claims 
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10 to 12 of the present application lies in the fact that, 
in the present application, secretion is induced in 
lymphocytes using different immunost imulatory 
oligonucleotides . 

The problem that the present invention aims to solve can 
therefore be considered to be that of using different 
oligonucleotides . 

The immunost imulatory oligonucleotides used in D2 are only 
a few of the obvious possibilities - in particular the 
immunost imulatory oligonucleotides described in Dl - which 
a person skilled in the art might select to solve the 
stated problem without an inventive step being involved. 

Therefore, the subject matter of Claims 10 to 12 does not 
meet the criterion of inventive step (PCT Article 33(3)). 

4 . However, the oligonucleotides described in Claims 3 and 
7-8 are novel, since they are not described in the 
relevant prior art documents. Moreover, the prior art does 
not contain any indication that might lead to these 
specific sequences. In addition, the present application 
discloses the advantageous properties of such 
oligonucleotides . 

For all the above reasons. Claims 3 and 7-8 are considered 
to meet the requirements of PCT Article 33(2) and (3). 
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BREVETS" 

D 11 SEP 2001 



WIPO 



PCT 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du d^posant ou du 
mandataire 

PM 9908WO 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulalre PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale 
PCT/FROO/01566 


Date du d6pot international (jour/mois/annee) 
08/06/2000 


Date de priority (jour/mois/annee) 
08/06/1 999 


Classification intemationale des brevets (CIB) 
C12N15/11 


ou h la fois classification nationate et CIB 


Deposant 

AVENTIS PASTEUR 



1. Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y comprls la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I ^ Base du rapport 

II S Priortte 



d'application industrielle 
Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
Internationale 

30/11/2000 


Date d'achevement du present rapport 
07.09.2001 


Nom et adresse postale de i'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 

/5jV) D-80298 Munich 

T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autoris6 ^-^sSii;;^^ 
Buchet, A (1 i) 

de telephone +49 89 2399 7401 



Formulaire PCT/I PEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n** PCT/FROO/01 566 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feui/les de remplacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a f'articie 14 sont considerees dans te present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70, 17)): 

Description, pages: 

1-18 version initiale 

Revendications, N"": 

1-19 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-5, deposees avec la demande d'examen preliminaire international 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

S contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

^ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont enframe I'annulation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



II. Priorite 

1 . □ Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que les 

documents suivants n'ont pas ete remis dans le delai present : 

□ copie de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

□ traduction de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

2. □ Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que la 

revendication de la priorite a ete jugee non valable. 

Pour les besoins du present rapport, ta date de depot international indiquee plus haut est done 
consideree comme ta date pertinente. 

3. Observations complementaires, le cas echeant : 
voir feuille separee 



Declaration motivee selon {'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 
d'appllcation industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 3, 7-8, 10-12, 15-19 

Non : Revendications 1-2, 4-6, 9, 13-14 

Activite inventive Oui : Revendications 3, 7-8 

Non : Revendications 1 -2, 4-6, 9-1 9 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-19 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir f uille separe 
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Concernant le point I 
Base du rapport 

1 . Ce rapport est egalement etabli sur la base des pages 1 a 5 de la liste de 
sequences. 

2. Les figures 1 a 1 1 n'ayant pas ete deposees avec la demande, elles ne sent pas 
prises en consideration pour Texamen de cette demande. 

Concernant le point II 
Priorite 

II est considere que le document de priorite depose le 06.08.1999 a un contenu 
equivalent a la presente demande. 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite Inventive 
et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a Tappui de 
cette declaration 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1: J. Clin. Invest. 

vol. 98, n" 5, 1 996, pp 1 1 1 9-11 29 
D2: WO 95 26204 A 

2. Uobjet des revendications 1-2, 4-6. 9 et 13-14 n'est pas conforme au critere de 
nouveaute defini a {'Article 33.2 PCT: 

2.1 D1 decrit des oligonucleotides immunostimulants capables d'induire la 
proliferation des lymphocytes humains, comprenant au moins une sequence 
nucleotidique ayant la formule S'TTTTTTS' (p 1 120, Table 1 : oligonucleotides 
DSP28, DSP39, DSP40) ou ledit motif est repete au moins 2 fois dans 
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roligonucleotide DSP28. 

Ceci anticipe I'objet des revendications 1-2, 4-6 et 9 . 

La capacite de certains oligonucleotides decrits dans D1 a induire ['expression de 
CD86 et CD25 est prouvee (p 1 120, Table 1 : oligonucleotides 1082. 2105 et DSP30 et 
p 1 123, Fig. 4). Cette capacite est done consideree comme une propriete intrinseque 
des oligonucleotides decrits dans D1. 

Par consequent, I'objet des revendications 13 et 14 n'est pas conforme au critere de 
nouveaute defini a I'Article 33.2 PCT, 

3. L'objet des revendications 10-12 et 15-19 n'est pas conforme au critere d'activite 
inventive defini a I'Article 33.3 PCT: 

3.1 D1 suggere aussi {'utilisation des oligonucleotides imnnunostimulants pour des 
traitennents medicaux et dans la fabrication des compositions vaccinales. 

La difference entre D1 et I'objet des revendications 15 a 19 de la presente demande 
reside dans le fait que la presente demande decrit Tutiiisation desdits oligonucleotides 
pour la fabrication d'un medicament ou d'une composition vaccinale, 

Le probleme que se propose de resoudre la presente invention peut done etre 
considere comme I'obtention desdits produits. 

Compte-tenu des suggestions de D1 , il aurait ete evident pour I'homme du metier 
d'obtenir lesdits produits selon des techniques standard. 

Par consequent, I'objet des revendications 15 a 19 n'implique aucune activite inventive 
(Article 33.3 PCT). 

3.2 D2 decrit des oligonucleotides immunostimulants capables d'induire la secretion de 
cytokines dans des keratinocytes humains (p 18, I 7-15). 

La difference entre D2 et I'objet des revendications 10 a 12 de la presente demande 
reside dans le fait que dans la presente demande, la secretion est induite sur des 
lymphocytes avec des oligonucleotides immunostimulants differents. 
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Le probleme que se propose de resoudre la presente invention peut done etre 
considere comnne I'utilisation d'oligonucleotides differents. 

Les oligonucleotides immunostimulants utilises dans D2 ne sont que quelques-unes 
des possibilites que {'homme du metier pourrait choisir parmi plusieurs possibilites 
evidentes, en particulier les oligonucleotides immunostimulants decrits dans D1, pour 
resoudre le probleme pose sans qu'une activite inventive ne soit impliquee. 

Par consequent, I'objet des revendications 10 a 12 n'est pas conforme au critere 
d'activite inventive (Article 33.3 PCT). 

4. En revanche, les oligonucleotides decrits aux revendications 3 et 7-8 sont nouveaux 
puisque non rapportes dans les documents pertinents de I'art anterieur. Par ailleurs, II 
n'y avait aucune indication dans I'art anterieur permettant de s'orienter vers ces 
sequences particulieres. De plus, la presente demande rapporte des qualites 
avantageuses pour de tels oligonucleotides. 

Pour toutes ces raisons, les revendications 3 et 7-8 sont considerees comme 
satisfaisant les conditions enoncees aux Articles 33.2 et 33.3 PCT. 
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RATION EN MATIERE DE BRfj^p'S 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

PM 9908W0 


POUR SUITE ^^''^ notification de transmission du rapport de reclierche intemationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 d-apres 

A DONNER 


Demande intemationale n"" 

PCT/FR 00/01566 


Date du ddpot international {/our/mo/s/annee^ 

08/06/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

08/06/1999 


Deposant 

AVENTIS PASTEUR 



Le present rap>port de recherche intemationale, etabli par {'administration chargee de la recherche Internationale, est transmis au 
deposant conformement a 1' article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche Internationale comprend 3 feuilles. 

Pn II est aussi acoompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche Internationale a ete effectuee sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche intemationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande Internationale remise a I'administration. 



b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande intemationale (le cas echeant), 
la recherche intemationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrite. 



m 

pT] deposee avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
I I rem is ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 
I I remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I I La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et foumi ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

I I La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

I I II a ^t^ estlm^ que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas faire Tobjet d'une recherche (voir le cadre I). 
I I II y a absence d'untt^ de rinventlon (voir le cadre II). 



4. En ce qui conceme le titre, 

[X] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

I I Le texte a et6 etabli par {'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui conceme Tabr^g^, 

le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par Tadministration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche Internationale. 

6. La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n° 

I I sugg6r4e par le deposant. [X] Aucune des figures 

I I parce que le deposant n'a pas suggdre de figure. " ^ publier. 

I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE , 

CIB 7 C12N15711 A61K39/39 A61K31/7125 C07H21/04 //A61K45/00, 
A61P37/04 

Seton la classification intemationale des brevets (CIB) ou It ia fois seion la classification nationale et la CIB 

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minim ale consult^e (system e de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 A61K C12N 



Documentation consuIt6e autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents reinvent des domaines sur lesquets a port6 la recherche 



Base de donnees electronique consult6e au couns de la recherche intemationaJe (nom de la base de donn^es, et si realisable, temies de recherche utilises) 

BIOSIS, CHEM ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat6gorie ° 


Identification des documents cit^s. avec, le cas 6cheant, ['indication des passages pertinents 


no. des revendications visees 


X 


LIANG, H. ET AL.: "Activation of human B 


1,2,4-6, 




cells by phosphorothioate 


9,13-19 




ol igodeoxynucleotides" 






J. CLIN. INVEST. (1996), 98(5), 1119-1129, 






XP002130608 






le document en entier 




X 


WO 95 26204 A (ISIS PHARMACEUTICALS INC) 


1,2,9, 




5 octobre 1995 (1995-10-05) 


10,15-19 




cite dans la demande 






page 13, ligne 8 -page 14, ligne 22 
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